1. 现状和问题分析 {#s1}
=================

分子标志在肿瘤筛查和诊断、预测疗效、复发、转移及预后方面呈现巨大潜力。同时，许多分子标志本身也是治疗肿瘤的药物靶点。这一认识很大程度归功于我们对肿瘤在分子水平上认识的极大丰富和高通量芯片新技术的不断产生和更新。Hanahan和Weinberg博士^\[[@b1]\]^在2000年提出肿瘤细胞6大生物学特征：①逃逸凋亡信号；②过度生长信号；③对生长抑制信号不敏感；④复制潜能无限；⑤血管生成持续；⑥组织侵袭和转移。加之近年来对肿瘤细胞赖于生存的微环境重要性认识的加强，组成了"肿瘤6+1生物学特征"的新理念。肿瘤分子标志的发现源于这"6+1生物学特征"，与肿瘤临床特性密切相关，成为肿瘤筛查、诊断和病程监控的极富潜力的新手段。

于是，早在1996年美国NCI等几家著名肿瘤研究机构牵头制定了分子标志肿瘤临床应用价值的评价体系^\[[@b2]\]^（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。按6-档评分制，根据分子标志与生物学特征和临床终止点的相关性对其是否具有临床应用价值进行评分。只有得分为++和+++的分子标志才能用于常规肿瘤的临床检测，协助制定临床决策，其可能是临床决策唯一或非唯一的标准。

###### 

肿瘤标志临床应用评分细则

  ---------------------------- ------------------ -------------------- ---------- ------------ ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
  应用                                                                                                                                                                      
                               与生物学特征相关   与临床终止点相关性                                                                                                        
                               过程               终点                 总生存期   无病生存期   生活质量   治疗成本                                                          
  应用                         应用水平           应用评分             应用水平   应用评分     应用水平   应用评分   应用水平   应用评分   应用水平   应用评分   应用水平   应用评分
  风险测定                                                                                                                                                                  
  筛查                                                                                                                                                                      
  鉴别诊断                                                                                                                                                                  
  预后：预测复发/进展                                                                                                                                                       
    原发                                                                                                                                                                    
    转移                                                                                                                                                                    
  预后：预测治疗效果                                                                                                                                                        
    原发                                                                                                                                                                    
    转移                                                                                                                                                                    
  监控                                                                                                                                                                      
    监控治疗后无症状患者复发                                                                                                                                                
    跟踪可检测的疾病                                                                                                                                                        
  ---------------------------- ------------------ -------------------- ---------- ------------ ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------

2000年，美国临床肿瘤协会（American Society of Clinical Oncology, ASCO）肿瘤标志专家组更新了1997年推荐的分子标志用于结直肠癌和乳腺癌临床实践的指南，但推荐更新的内容与1997年相比无明显差异^\[[@b3]\]^。*CEA*、*CA-199*、*p53*和*Ras*基因虽然用于结直肠癌检测，但由于特异性和敏感度低等原因仍不推荐用于筛查和诊断分期。CE A仅推荐用于治疗前后每2-3个月跟踪监测结直肠癌的进展情况。用于乳腺癌的肿瘤标志主要是雌激素受体（estrogen receptor, ER）、孕激素受体（progestogerone receptor, PR）和HER-2/neu。对停经前后的患者，推荐检测ER和PR用以挑选最可能对激素类辅助治疗敏感和治疗复发或转移的患者。检测*HER-2/neu*基因扩增或表达可用于挑选对曲妥珠单抗（Herceptin）有效的转移、复发或手术无法切除的局部晚期患者。

然而，10年已经过去。与2000年相比，至今应用于肿瘤临床的分子标志仍寥寥无几。为什么20年的肿瘤标志研究和数百篇的研究报道（尤其是近10年）没有产生更加理想的结果？这可能很大程度归咎于我们研究报道的实验结果在前瞻性临床试验验证中难以重复。

首先，在分子标志的发现和验证阶段存在问题。研究方法、实验设计、检测手段、样本和数据收集和处理、统计分析方法等方面存在任何的不合理性都可能影响实验结果。CEA是典型例子，反映了样本收集标准不一致带来的后果：1969年PNAS的文章^\[[@b4]\]^报道CEA用来筛查结直肠癌的敏感性和特异性接近100%。随后在10年的应用中发现，CEA筛查结直肠癌的敏感性和特异性远远不如最初报道的结果。1978年NEJM的文章^\[[@b5]\]^分析其原因主要在于发现和验证时采用的肿瘤样本恶性程度高，而随后用于筛查时，面对的大多是无症状或早期肿瘤。

2. 共识和策略探讨 {#s2}
=================

据此，国际肿瘤研究和临床学界对分子标志在发现和验证阶段存在的问题展开讨论，达成共识，以引导和规范化肿瘤分子标志发现和验证的研究^\[[@b6],\ [@b7]\]^。

2.1. 发现阶段存在的主要问题 {#s2-1}
---------------------------

（1）患者选择标准不统一（如：切除程度、是否辅助治疗）；（2）样本收集和处理不一致（如：快速冷冻或方便获得的组织）；（3）多因素分析漏掉NCCN指南的多项临床风险因子、未比较它们之间优劣势（如：切除程度、肿瘤大小）；（4）未做亚级分析或样本小量，分析结果不准，难以与临床指标联合使用，提高预测力；（5）建立预测模型细节不详（如：权重和阈值）或漏掉临床指标（如：肿瘤大小）；（6）标志物模型能预测的一组患者，临床指标也能预测，不呈现优势；（7）忽略重要临床需求（如：挑选出ⅠA级需要化疗的高复发风险的患者、ⅠB级和Ⅱ级不需要化疗的低复发风险的患者）。

2.2. 验证阶段存在的主要问题 {#s2-2}
---------------------------

### 2.2.1. 体制问题 {#s2-2-1}

（1）评价诊断和预后分子标志的体系和规则远不如评价治疗方案的体系和规则完善。评估治疗方案采用实验性方法，如随机对照临床试验，能有效地处理异源性、复杂性和偏见性等对结果验证的威胁；而评价诊断和预后采用观察或临床流行学的非实验性方法，且验证程序粗糙。（2）FDA等监督管理部门对药物研发和市场的监督力度也促进评价治疗方案的规章的完善，而对诊断和预后研究却没有相关监督管理部门。

### 2.2.2. 方法问题 {#s2-2-2}

（1）验证方法多样，如随机取样验证、样本分割验证及样本分割交叉验证（如：留一交叉验证法）；（2）验证集样本小（\< 50）或样本大但异源性太高，与训练集差异太大；（3）独立验证仅占研究报道的10%，更缺乏"外来样本"的独立验证；（4）多个标志在小样本中发现和验证，造成统计学上的Overfit现象。

3. 针对肿瘤标志研究的建议性指南 {#s3}
===============================

针对这些问题，美国NCI等相关专家提出针对肿瘤标志研究的建议性指南^\[[@b6]\]^，主要包括：（1）明确研究目的，尤其是临床研究目的；（2）对数据收集和报道，要求：①谨慎地设计患者入组和排除标准及样本量，②准确报道患者治疗方案和所有常规临床指标，③详细描述样本收集方法和实验手段，④公布所有原始实验数据；（3）统计分析和结果报道，要求：①详细描述统计方法，包括数据标准化方法、数据过滤方法、变量选择、建模技术、丢失数据处理、阈值选择及其合理性，②终止点是死亡或复发时间，数据处理不应该进行二进制变换，③结果至少在一组完全独立的样本中验证，④证明标志物的临床应用价值；（4）详细描述预测模型的建立，以便其他研究者可以用独立样本验证模型；（5）与现有手段比较，明确提出新结果的优势及局限性。

此次，研究结果的报道方式也存在问题。报道方式不严密、不统一，导致难以有效地评价、比较和验证研究质量和研究结果。为此，NCI-EORTC对标志物研究（尤其预后标志研究）的论文提出审稿标准20条的建议，其目的是便于评价研究设计、方法和结果分析，提高不同来源的研究结果间的可比性，增强研究透明性和研究工作的完整报道^\[[@b8]\]^。[表 2](#Table2){ref-type="table"}列出审稿标准20条建议。

###### 

肿瘤标志研究审稿标准20条建议^\[[@b8]\]^

  肿瘤标志物研究指南
  ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
  引言：
    1.阐明被检测的标志物的名称、研究目的及假说。
  材料和方法：
  患者：
    2.描述入组患者特征（疾病分期或合并症），包括患者来源、入组及排除标准。
    3.描述患者的治疗方式及入组治疗方式的选择（如：随机或根据规则入组）。
  样本特征：
    4.描述使用的生物样本（包括对照组）及处理和贮存的方法。
  检测方法：
    5.详细介绍研究中使用的检测方法并提供（或参考）详尽的实验流程，包括实验用到的特殊试剂或试剂盒、质量控制程序、重复性评价、量化方法及对实验流程的评价和报道。指明实验方法如何做到以及是否为盲终点研究。
  实验设计：
    6.阐明选择患者入组的方法，包括实验设计是否是前瞻性、回顾性及是运用分层还是配对进行分析（例如：是利用疾病分级还是年龄进行分析）。详细说明患者入组时间、随访结束时间以及中位随访时间。
    7.准确定义所有研究中所涉及的临床终点事件。
    8.列出所有可能的被第一次检测或考虑的列入模型的变量。
    9.给出样本大小的合理性依据。数据分析方法：
    10.详细阐明研究中运用的统计学方法，包括任何一种变量选择程序的细节以及模型建立的问题，模型的假设是如何被证实的以及丢失的数据是如何处理的。
    11.阐明标志物的值在分析中是如何处理的，并说明确定阈值的方法。
  结果：
  数据：
    12.描述患者参与此项研究的过程（流程图），包括各个研究分析阶段所需患者的人数以及退组的原因。特别要注明在分组或全组详细的检查报告中患者人数和发生的事件。
    13.说明基本的人群分布特征（年龄和性别）、标准化的（具有疾病特殊性的）预后变量以及肿瘤标志物，包括丢失数据的数量。
  数据分析及陈述：
    14.陈述检测标志物与标准的临床预后变量间的关系。
    15.单因素分析标志物与临床转归的关系，并加入估计的效率（如：风险阈值和生存可能性）。最好也提供其它变量的类似的相关性分析结果。对于评价肿瘤标志物对于时间性事件的结果的影响（如，预后），应进行*Kaplan-Meier*分析。
    16.对关键性的多因素分析，应在置信区间内报道标志物的估计效率（如：风险阈值），并且至少在最终模型中加入所有其它变量一起分析。
    17.在所有报道的结果中，对标志物和标准临床预后变量分析时提供有置信区间的估计效率，不管它们是否有统计学上的重要性。
    18.若进行进一步分析，如检查假设、敏感度分析和内部验证，应报道所有实验结果。
  讨论：
    19.结合预设的假说和其它研究报道，讨论和解释研究结果，包括本研究的局限性。
    20.讨论此项研究对今后研究和临床价值的潜在价值。

4. 结语 {#s4}
=======

至今，分子标志在临床应用最成功的方面应该是用于指导个体化靶向治疗。如：检测*Her2/neu*基因扩增或表达，用于指导挑选对靶向药曲妥珠单抗敏感的乳腺癌患者，*EGFR/k-Ras*突变检测指导挑选对吉非替尼（Iressa）和厄洛替尼（Tarceva）敏感的肺癌和结直肠癌患者。希望未来的10年，在更加严谨的实验设计、实验操作和完善的评价机制引导下，更多有潜力的分子标志被推向临床应用。
